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Identifikacija proteinskih tarč derivata pirazola v bakteriji Escherichia coli 
Povzetek: Odkrivanje spojin s protimikrobnimi lastnostmi je odločilnega pomena za 
preprečevanje rastoče odpornosti proti antibiotikom. Za iskanje zdravil farmacevtska 
industrija uporablja pristop iskanja ligandov, ki vežejo (in s tem inhibirajo) tarčni protein. 
Da bi zaznali tudi interakcije z drugimi celičnimi komponentami in se s tem izognili 
spojinam s potencialno toksičnim vplivom, v našem laboratoriju uporabljamo pristop 
iskanja proteinskih tarč malih molekul. V diplomskem delu smo želeli določiti proteinske 
tarče male molekule 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-pirzol-5-ol, za katero smo 
ugotovili, da zavira rast laboratorijskega seva DH5α bakterije Escherichia coli. Spojino 
smo imobilizirali na agarozni nosilec in pripravljeno kolono uporabili za afinitetno 
kromatografijo, pri kateri smo iz lizata E. coli izolirali interagirajoče proteine. Eluirane 
frakcije smo nato analizirali z NaDS-PAGE in poslali na analizo z masno spektrometrijo. 
Ugotovili smo, da dve intenzivni lisi na gelu predstavljata treonin dehidrogenazo in Fe–
S podenoto sukcinat dehidrogenaze. Glede na literaturo je možen mehanizem 
bakteriostatičnega delovanja tarčne spojine inhibicija treonin dehidrogenaze, ki tako ni 
sposobna sinteze signalnih molekul. Inhibicija sukcinat dehidrogenaze verjetno ne vpliva 
na rast bakterije E. coli. 
Ključne besede: kemoterapevtiki, malomolekulski ligand, afinitetna kromatografija, 
masna spektrometrija, medcelična signalizacija. 
Identification of protein targets of a pyrazole derivative in Escherichia coli 
Abstract: The discovery of compounds with antimicrobial properties is crucial to prevent 
the growing resistance to antibiotics. To search for drugs, the pharmaceutical industry 
utilises the approach of finding ligands that bind (and thus inhibit) the target protein. In 
order to detect interactions with other cellular components and thus avoid compounds 
with potentially toxic side effects, we used a small molecule to protein targeting approach 
in our laboratory. In this thesis, we aimed to identify the protein targets of the small 
molecule 4-(2-aminoethyl)-1-(pyridin-2-yl)-1H-pyrzol-5-ol, which was shown to inhibit 
the growth of Escherichia coli laboratory strain DH5α. The compound was immobilized 
on agarose beads and the prepared column was used for affinity chromatography with 
which we isolated interacting proteins from the E. coli lysate. Eluted fractions were 
analyzed by SDS-PAGE and sent for protein identification by mass spectrometry. Two 
prominent bands on the gel were identified as threonine dehydrogenase and the Fe-S 
subunit of succinate dehydrogenase. According to the literature, the possible mechanism 
for bacteriostatic action of the compound is inhibition of threonine dehydrogenase which 
is involved in the biosynthesis of signalling molecules. Inhibition of succinate 
dehydrogenase is unlikely to affect E. coli growth. 
Keywords: chemotherapeutics, low molecule weight ligand, affinity chromatography, 
mass spectrometry, quorum sensing. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
APS  amonijev persulfat 
CBB  barvilo Coomassie Brilliant Blue 
DMSO dimetilsulfoksid 
DTT  ditiotreitol 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
TCA               trikloroocetna kislina 
TEMED tetrametiletilendiamin 
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1 Uvod  
1.1 Kemijska kontrola rasti mikroorganizmov 
Antimikrobna sredstva so naravne ali sintetične snovi, ki ubijejo ali zgolj inhibirajo rast 
mikroorganizmov. Spojine, ki mikroorganizme dejansko ubijejo, so -cidni agensi 
(bakteriocidni, virocidni, fungicidni), tisti, ki zgolj inhibirajo nadaljnje razmnoževanje 
mikroorganizmov, so -statični (bakteriostatični, fungistatični, viristatični), -litični pa so 
tisti, ki povzročijo lizo celic. Način njihovega delovanja določamo z mikrobiološkimi 
testi, kot so na primer turbidimetrične metode 1.  
Bakteriostatični agensi so večinoma inhibitorji enega izmed pomembnih biokemijskih 
procesov (npr. sinteze proteinov) in se na svoje tarče vežejo relativno šibko. Ko agens 
odstranimo, se lahko mikroorganizmi nemoteno razmnožujejo naprej. Na tak način 
delujejo tudi nekateri antibiotiki. Drugače pa delujejo baktericini agensi (npr. 
formaldehid), ki se tesno vežejo na tarčo znotraj celice in jo ubijejo. Take mrtve celice 
niso lizirane, zato s turbidimetričnimi metodami zaznavamo konstantno koncentracijo 
celic v mediju. Bakteriolitični agensi (npr. detergenti) celice lizirajo, kar vpliva ne le na 
število viabilnih celic, ampak tudi na celokupno število celic v mediju 1.  
Mnoge kemijske agense lahko uporabljamo za preprečevanje rasti mikroorganizmov na 
neživih površinah za sterilizacijo, dezinfekcijo, kot razkužila in antiseptike. Sterilizanti 
(npr. etilen oksid, formaldehid, glutaraldehid) uničijo vse mikroorganizme, vključno z 
endosporami. Uporabljamo jih v primeru, ko temperaturna sterilizacija ni mogoča. 
Dezinfekcijska sredstva (fenol, kationski detergenti) ubijejo mikroorganizme, ne pa nujno 
tudi endospor. Razkužila le zmanjšajo število mikroorganizmov in ne sterilizirajo 
površin. Uporabna so v prehrambni industriji in za umivaje rok, kadar voda ni na 
razpolago. Antiseptiki (npr. etanol) pa so kemikalije, ki inhibirajo rast mikroorganizmov, 
a na živalske celice ne delujejo strupeno, zaradi česar jih lahko uporabljamo za umivanje 
rok in zdravljenje ran ter se pogosto uporabljajo tudi kot dezinfekcijska sredstva 1. 
1.2 Kemoterapevtiki 
Kemoterapevtiki so kemični agensi, ki se uporabljajo za zdravljenje ali kontrolo različnih 
bolezni. Izraz se večinoma uporablja za spojine, ki v telesu kontrolirajo rast nevarnih 
patogenov in njihovo kemijsko uničenje. Mednje sodijo antibakterijska, antivirusna, 
antiglivična, antiparazitska in antineoplazemska zdravila 2.  So način obrambe pred 
mikrobnimi obolenji, kadar imunizacija ni mogoča. Inhibirajo lahko razmnoževanje 
mikroorganizmov v gostiteljskih celicah ali pa mikroorganizme celo ubijejo. 
Klasificiramo jih lahko glede na njihovo molekulsko strukturo, mehanizem delovanja, ali 
spekter protimikrobnega delovanja 1.  
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Večinoma kemoterapevtiki delujejo selektivno na mikroorganizme, pogosto pa 
povzročajo stranske učinke v gostiteljskih celicah. Predvsem je to problem pri 
evkariontskih patogenih (glive, tudi rakaste celice 2, protozoi in helminti), saj so njihove 
celice biološko dosti bolj podobne človeškim. Antiviruletiki pogosto poškodujejo celice 
gostiteljskega organizma, od katerih je replikacija virusov odvisna. Selektivno toksičnost 
za viruse lahko dosežemo z drugimi spojinami, ki vplivajo specifično na replikacijo 
virusov ali sestavljanje virusnih komponent 1. 
1.2.1 Antibiotiki 
Prvi odkriti kemoterapevtiki za zdravljenje bakterijskih okužb so bili večinoma naravni 
produkti nekaterih mikroorganizmov, predvsem bakterij in gliv, in njihovi modificirani 
derivati. Beseda antibiotik se je sprva uporabljala samo za te, a se v zadnjem času 
uporablja v širšem smislu tudi za popolnoma sintetične spojine 3. Antibiotiki se 
uporabljajo za zdravljenje ali preprečevanje nekaterih tipov bakterijskih infekcij. Delujejo 
tako, da zavirajo rast bakterij ali jih celo ubijejo 4, saj so selektivno toksični za patogen, 
za gostiteljski organizem pa ne. Poznamo tisoče potencialnih antibiotikov, žal pa je manj 
kot odstotek tudi klinično uporabnih. Pogosto je za to kriva toksičnost za gostiteljske 
celice ali nezmožnost privzetja molekul antibiotika iz okolice 1.  
V nekaterih primerih so odkrite naravne antimikrobne snovi uporabljene nespremenjene, 
včasih pa so za njihovo klinično uporabo potrebne določene modifikacije. Vsak razred 
antibiotikov je sestavljen iz zanj značilne osrednje skupine (farmakofor), ki je odgovoren 
za antimikrobno aktivnost. Vse s kemijskimi modifikacijami pridobljene variacije 
prvotno najdene spojine tako vsebujejo nek strukturno isti del 3. 
Prvi antibiotiki so se izkazali za izjemno uspešne, kar je povzročilo veliko zanimanje v 
farmacevtski industriji. Za odkrivanje in optimizacijo novih antibiotikov so se v 
farmacevtski industriji uveljavili osnovni principi: 
• Izolacija in kultiviranje novih organizmov, ki proizvajajo antibiotik, 
• presejalni testi aktivnosti, 
• čiščenje in identifikacija aktivnih metabolitov. 
Najpreprostejši način preiskav je bil, da so gojišču, v katerem so fermentirali 
mikroorganizme, ki so producirali antimikrobno spojino, dodali alikvot rastoče 
bakterijske kulture in preverili, če se njena rast ustavi.  V farmacevtski industriji so 
pogosto uporabljali intaktne bakterije kot preprost test za antimikrobno aktivnost, zato je 
ta metoda odgovorna za odkritje večine zdravil ki se trenutno uporabljajo v medicini. Z 
današnjim razumevanjem mehanizmov delovanja in odpornosti, genomike, robotike in 
napredka v analizni kemiji pa lahko do rezultatov prihajamo na lažji in cenejši način 3. 
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Dovzetnost posameznih mikrobov na različne protimikrobne učinkovine je raznolika. Po 
Gramu pozitivne bakterije so na primer pogosto občutljive na penicilin, na katerega je 
večina po Gramu negativnih bakterij odporna. Zaradi tega penicilin uvrščamo med 
antibiotike z ozkim spektrom delovanja, poznamo pa tudi antibiotike, katerih spekter 
delovanja je širok (zajema po Gramu pozitivne in negativne bakterije). Slednji imajo v 
medicini večji pomen, med tem ko tiste z ozkim spektrom uporabljamo predvsem pri 
okužbah s patogeni, ki na ostale antibiotike niso občutljivi 1. Za po Gramu pozitivne 
bakterije je toksičnih mnogo več substanc kot za po Gramu negativne bakterije. Razlog 
je v tem, da so pri po Gramu negativnih bakterijah zaradi dodatne zunanje membrane 
tarče, na katere deluje antibiotik, slabše dostopne 3.  
Pogoste tarče v bakterijski celici, ki jih antibiotiki uporabljajo za svoje delovanje, so 
celična stena, membrana, ribosomi in encimi, ki sodelujejo v sintezi nukleinskih kislin ali 
metabolnih procesih (slika 1) 1. 
Slika 1: Prikaz celičnih tarč antibiotikov. Tarče, ki jih v bakterijski celici inhibirajo antibiotiki, so encimi, 
ki sintetizirajo celično steno, membrano, nukleinske kisline, proteine, in encimi metabolizma. Prirejeno po 
Madigan et al, 2018. 
1.2.2 Odpornost mikroorganizmov na antibiotike 
Da bakterije uspejo preživeti v prisotnosti antibiotika, ki ga proizvajajo drugi 
mikroorganizmi, ali celo one same, morajo vsebovati nek mehanizem odpornosti. To so 
posebni zapisi v genomu in lahko kodirajo encime, ki delujejo na različne načine (slika 
2): 
1. modificirajo tarčo, na katero deluje antibiotik, 
2. encimsko inaktivirajo antibiotik, 
3. odstranijo antibiotik iz celice, 
4. zaobidejo prizadeti metabolni proces. 
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Do odpornosti na antibiotik lahko pride zaradi naključne mutacije na kromosomu, kar 
povzroči spremembo tarče v takšno obliko, na katero se antibiotik več ne more vezati 1.  
Slika 2: Mehanizmi izogibanja toksičnim posledicam antibiotikov na celico. Celica lahko prisoten 
antibiotik (modra kroglica) črpa iz citoplazme (a), prepreči njegov privzem iz okolja (b), encimsko 
modificira antibiotik, da ta ne more več delovati (c), zaobide prizadeti metabolni proces z alternativno 
encimsko potjo (d), ali modificira proteinsko tarčo antibiotika, da ta nanj več ne more delovati (e). Prirejeno 
po Madigan et al, 2018. 
Skoraj vsi mikroorganizmi, ki proizvajajo antibiotike, v svojem genomu vsebujejo zapis 
za odpornost nanje. Geni za odpornost pa so lahko prisotni tudi na katerem od mobilnih 
genetskih elementov in se lahko med bakterijami prenašajo s horizontalnim prenosom. 
Taki encimi lahko bakterijo varujejo pred antibiotiki na različne načine; modifikacije 
(kemijska modifikacija ali celo cepitev) in inaktivacije spojine, preprečevanje vstopa v 
celico ali aktivno črpanje antibiotika iz celice – efluks. Mikroorganizmi lahko torej 
pridobijo odpornost na antimikrobne učinkovinam kljub temu, da so bili v osnovi nanj 
občutljivi 1. 
Pretirana uporaba antibiotikov v zdravstvu in industriji povzročata hitro širjenje lastnosti, 
ki omogočajo odpornost mikroorganizmov na različne kemoterapevtike. Dandanes 
mnoge infekcijske bolezni povzročajo ravno odporni sevi mikroorganizmov, kar je razlog 
za probleme v zdravljenju in povečevanje stroškov zdravljenja bolezni. Z raziskovanjem 
naravnih produktov so odkrili že mnoge spojine, ki kažejo znake antimikrobnega 
delovanja. Proizvajajo jih predvsem bakterije, glive in rastline. Nadaljnje raziskovanje 
flore in favne ima zato velik potencial za odkritje novih kemoterapevtskih učinkovin, 
proti katerim odpornost še ni zelo razširjena 5.  
Mikrobi v prsti proizvajajo zelo kompleksne antibiotike, v primerjavi z njimi imajo 
sintetični precej preprostejše strukture. Naše razumevanje mehanizmov delovanja še 
zmeraj ni dovolj široko, zato je de novo sinteza antibiotikov zelo omejena 3. 
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1.2.3 Nova zdravila in nove strategije zdravljenja mikrobnih bolezni 
S tem, ko bi v zdravstvu previdneje odmerjali količine antibiotike, bi lahko podaljšali 
njihovo klinično delovanje ali ga v primeru, ko se je v preteklosti nanj že pojavila 
rezistenca, celo ponovno obudili. Za izboljševanje njihove učinkovitosti lahko hkrati 
administriramo tudi inhibitorje mehanizmov odpornosti, lahko pa celo uporabljamo 
kombinacijo različnih antibiotikov, kar zmanjša možnost za razvoj rezistence. Najboljša 
rešitev za reševanje problema naraščajoče odpornosti pa je nenehno odkrivanje novih 
zdravil in njihov razvoj. Razvoj novih analogov obstoječih spojin je večinoma uspešnejši 
(glede na ceno procesa), poleg tega pa imajo analogi pogosto tudi boljšo protimikrobno 
aktivnost kot izhodna spojina 1.  
Težja je identifikacija novih antimikrobnih spojin, saj morajo te delovati na drugih mestih 
v metabolizmu ali morajo biti vsaj strukturno drugačne od že obstoječih, da se 
mehanizmom odpornosti izognejo. Za to se pogosto uporabljajo metode, ki temeljijo na 
računalniških programih, ki lahko predvidevajo interakcije malih molekul z določenimi 
proteini. Še en način pa je iskanje spojin, ki delujejo na še nepoznane tarčne proteine 1. 
1.3 Iskanje parov protein-mala molekula 
1.3.1 Interakcije med proteini in malimi molekulami 
Malomolekulska zdravila so tista, ki zaradi svoje majhne molekulske mase lahko 
preprosto vstopajo v celice. Ko vanje enkrat vstopijo, lahko vplivajo na druge molekule 
(npr. proteine) in celo povzročijo smrt patogenov 6. So tudi učinkovito orodje za 
raziskovanje bioloških mehanizmov v celici 7. 
Med biološko pomembne interakcije v celici sodijo zlasti interakcije mala molekula-
protein. Razumevanje slednjih in njihove biološke vloge je ključnega pomena za 
napredek znanosti in medicine. Za identifikacijo interakcij med proteini ter proteini in 
nukleinskimi kislinami so razvili veliko število metod, za iskanje interakcij med proteini 
in malimi ligandi pa jih je na voljo precej manj, saj se je njihov razvoj pospešil šele v 
zadnjih letih 8.  
Nove metode so odvisne od razvoja sintezne in analizne kemije. Obstajata dve 
komplementarni strategiji in sicer iskanje malih molekul, ki se vežejo na protein in iskanje 
proteinov, ki se vežejo na malo molekulo 8.  
V farmacevtski industriji se za iskanje terapevtskih učinkovin najpogosteje uporablja 
pristop iskanja učinkovin glede na željen tarčni protein, za katerega vemo, da je v 
določenem bolezenskem stanju prizadet. Ta pristop je v osemdesetih letih pospešil razvoj 
presejalnih metod, ki so primerne za hitro testiranje velikega števila kemijskih spojin 
glede na tarčo, ki nas zanima. Danes se rutinsko uporablja za iskanje potencialnih spojin, 
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ki jih kasneje optimizirajo in s tem pripravijo učinkovine za začetek kliničnih študij. 
Takšen način iskanja učinkovin se je izkazal kot hiter in cenovno dostopen 9. 
Problem pa je, da s tem načinom ne zaznamo morebitnih interakcij z ostalimi proteinskimi 
(in drugimi) tarčami v organizmu, zaradi katerih lahko imajo tako odkrite učinkovine 
pogosto tudi toksične stranske učinke, ki pa jih zaznamo šele v kliničnih študijah. V 
zadnjem času se je zaradi tega začel uporabljati drugačen pristop; direktno preiskovanje 
molekul za identifikacijo željenih vplivov na fenotip z uporabo testov na osnovi celičnih 
kultur. Na tak način stranske učinke določene učinkovine odkrijejo bolj zgodaj 9.  
Iskanje makromolekulskih tarč (ang. target fishing) je splošno ime za identifikacijo 
verjetnih makromolekulskih tarč določene kemijske spojine in predstavlja pomemben 
način odkrivanja novih zdravil. Zaradi obilice podatkov, pridobljenih s presejalnimi testi 
in mikromrežami, so za iskanje makromolekulskih tarč zmeraj bolj v uporabi 
računalniške metode 9. 
1.3.2 Metode iskanja parov protein-mala molekula 
Za iskanje makromolekulskih tarč male molekule se uporabljajo različne metode. 
Proteomska identifikacija tarč (ang. Proteomic Target Identification) temelji na 
zaznavanju razlik v stabilnosti med proteini brez in z vezano malo molekulo. Alikvotu 
lizata dodajo malo molekulo in po delni proteolizi vzorec analizirajo z gelsko 
elektroforezo in masno spektrometrijo. Rezultate primerjajo z vzorcem, v katerega niso 
dodali male molekule. Ker so proteini stabilnejši, kadar je nanje vezan ligand, so manj 
nagnjeni k proteolizi. Iz primerjave lizatov lahko določimo, na katere proteine se 
molekula veže. Obstajajo različne variacije podobnih metod 8. 
Ker pa v lizatih nekateri proteini niso tako aktivni kot v živih celicah, jih s pomočjo 
omenjenih metod ne zaznamo. Z biokemičnimi poskusi je praktično nemogoče zagotoviti 
vse pogoje, ki veljajo v celicah, zato so razvili metode za kemoproteomsko identifikacijo 
tarč (ang. Chemoproteomic Target Identification). Z njimi lahko zaznavamo pare protein-
mali ligand znotraj celice. Za to se uporabljajo male molekule, ki se kovalentno vežejo 
na svoje proteinske tarče, da jih lahko po lizi celice zaznamo v lizatu 8. 
Malomolekulske afinitetne metode (ang. Small molecules affinity methods) so metode, s 
katerimi odkrijemo proteine, na katere se veže mala molekula, vezana na nosilec, hkrati 
pa odkrijemo, na katere biološke poti molekula vpliva. Metode so torej uporabne tudi za 
študij biologije. So še vedno najbolj uporaben pristop identifikacije parov mala molekula 
– protein in nekatere izmed njih se uporabljajo v moderni proteomiki. Afnitetne metode 
niso omejene na eksperimente s sintetičnimi molekulami ali naravnimi produkti, 
uporabljamo lahko celo endogene metabolite. Edina omejitev je zmožnost dostopa do 
derivatov za imobilizacijo s kemijsko sintezo in previsoka afiniteta do tarčnega proteina 
8. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Zardi pretirane uporabe kemoterapevtikov v zdravstvu in industriji se odpornost nanje med 
mikroorganizmi hitro širi. To bi lahko delno izboljšala njihova omejena in premišljena uporaba, 
najboljša rešitev za ta problem pa je nenehno odkrivanje novih spojin s protimikrobnim 
delovanjem. V farmacevtski industriji se za iskanje terapevtskih učinkovin najpogosteje 
uporablja pristop iskanja zdravila za nek željen tarčni protein, vendar v tem primeru dolgo 
ostanejo neopažene druge proteinske in neproteinske tarče v organizmu. Da bi jih odkrili prej, 
se je pred kratkim uveljavil nov pristop; identifikacija verjetnih molekulskih tarč za določeno 
kemijsko spojino oz. iskanje makromolekulskih tarč.  
V diplomskem delu smo pri skeniranju manjše knjižnice spojin identificirali eno (4-(2-
aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-pirzol-5-ol), ki je inhibirala rast bakterije Escherichia coli. 
Molekuli smo želeli določiti biološko vlogo v celici. Naša hipoteza je bila, da uporabljena mala 
molekula inhibira enega izmed za življenje pomembnih biokemijskih procesov v celici z vezavo 
na protein, ki v tem procesu sodeluje. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Tabela 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Naprava  Model Proizvajalec 
Centrifuga (hlajena) 5415R Eppendorf, Nemčija 
Elektroforezna kadička Mini-PROTEAN® Tetra 
Vertical Electrophoresis Cell 
Bio-Rad, ZDA 
Inkubator FD Classic.Line Binder, ZDA 
Magnetno mešalo FB15045 Thermo Fischer Scientific, 
ZDA 
Namizna centrifuga MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
Namizni stresalnik  Orbit LS Labnet international, Inc, 
ZDA 
Naprava za slikanje gelov MiniBIS Pro DNR Bio Imaging Systems, 
Izrael 
 ChemiDoc MP Imaging 
System 
Bio-Rad 
pH meter Seveneasy Mettler Toledo, Švica/ZDA 
Pipete Epperndorf Research Plus 
0,5 -10 μL 
Eppendorf, Nemčija 
 Epperndorf Research Plus 10 
– 100 μL 
Eppendorf, Nemčija 
 Epperndorf Research Plus 
100 – 1000 μL 
Eppendorf, Nemčija 
 Accu-jet pro 1 mL Brandtech Scientific, Inc, 
ZDA 
Pretočna črpalka FH30 Termo Fischer Scientific, 
ZDA 
Spektrofotometer Cary 50 Bio UV-Visible 
Spectrophotometer 
Varian, ZDA 
Stresalnik Sanyo Orbital Incubator Sanyo, Japonska 
Spektrofotometer Cary 50 Bio Varian, ZDA 
Tehtnica WLC2/A2 Radwag, Poljska 
 XA/60/220/X Radwag, Poljska 
Termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
 Thermomixer 5436 Eppendorf, Nemčija 
Ultrazvok WiseTis homogenizer Mikro+Polo, Slovenija 
 UP100H Hielscher Ultrasound 
Technology, Nemčija 
Vakuumska črpalka miVac DUO Concentrator Genevac, Anglija 
Vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
Vir napetosti za 
elektroforezo 
EPS-301 Amersham Biosciences, 
ZDA 
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3.1.2 Kemikalije 
Tabela 2: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Aceton Merck, Nemčija 
Akrilamid/bisakrilamid (37,5:1) Merck, Nemčija 
APS Thermo Fischer Scientific, ZDA 
CBB Merck, Nemčija 
Citronska kislina Merck, Nemčija 
Etanol ECP, Slovenija 
HCl Merck, Nemčija 
Izopropanol Merck, Nemčija 
Natrijev acetat Merck, Nemčija 
Natrijev citrat Merck, Nemčija 
Natrijev dodecilsulfat Merck, Nemčija 
Natrijev fosfat  Merck, Nemčija 
Natrijev hidrogenkarbonat Merck, Nemčija 
Natrijev klorid Gram Mol, Hrvaška 
Ocetna kislina Gram Mol, Hrvaška 
Saharoza  Merck, Nemčija 
TCA Merck, Nemčija 
TEMED Merck, Nemčija 
TRIS Merck, Nemčija 
Triton X-100 Merck, Nemčija 
 
3.1.3 Pufri in raztopine 
Tabela 3: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin. 
Pufer/Raztopina Sestava 
Acetatni pufer 0,1 M CH3COONa; 0,5 NaCl; pH 4,5 
Elektroforezni pufer, 10x SDS 250 mM Tris; 1,92 M glicin; 1 % (w/v) SDS; 
pH 8,3 
Elucijski pufer  45 mM citronska kislina; 5 mM natrijev citrat; 
0,05 % (v/v) Triton X-100; pH 3  
Nanašalni pufer za PAGE 10 % (v/v) glicerol; 2 % (w/v) NaDS; 4 % 
(w/v) DTT; 0,5 % (w/v) bromfenol modro; 75 
% mM TRIS/HCl; pH 6,8 
Pufer za ločevalni gel 1,5 M TRIS/HCl; pH 8,8 
Pufer za spiranje celic 30 mM TRIS; 20 % saharoza; 1 mM EDTA; 
pH 7,4  
Pufer za zbiralni gel 0,5 M TRIS/HCl; pH 6,8 
Raztopina za barvanje 2,4 mM CBB; 40 % (v/v) etanol 
Raztopina za razbarvanje 30 % (v/v) etanol; 10 % (v/v) ocetna kislina 
Sklopitveni pufer  0,2 M NaHCO3; 0,5 M NaCl; pH 8,3 
Spiralni pufer 20 mM Na2HPO4; 0,5 M NaCl; 0,05 % (v/v) 
Triton X-100; pH 7,4  
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3.1.4 Elektroforezni standard 
Pri svojem delu smo uporabili velikostni standard Unstained Protein Molecular Weight 
Marker proizvajalca Thermo Scientific iz ZDA (slika 3). 
 
 
Slika 3: Lestvica uporabljenega standarda Unstained Protein Molecular Weight Marker. 
3.1.5 Ligand 
Na sliki 4 je prikazan ligand 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-pirzol-5-ol, ki smo ga 
uporabili v eksperimentih. Na pirazolni obroč je na mestu 1 pripet piridin-2-il, na mestu 
5 pa hidroksilna skupina. Na mestu 4 je pripeta 2-aminoetilna skupina. Sintetizirana je 
bila na Katedri za organsko kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze 
v Ljubljani. Molska masa molekule je 204,23 g/mol. 
 
Slika 4: Molekulska struktura uporabljenega liganda 
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3.1.6 Strukturne formule ostalih uporabljenih spojin 
 
Slika 5: Strukturne formule spojin, uporabljenih za identifikacijo spojine s protimikrobnimi učinkovinami. 
Pod vsako izmed spojin je navedeno njeno ime po nomenklaturi IUPAC, v oklepaju pa kratica, s katero je 
označena v diplomskem delu. 
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Slika 6: Strukturne formule spojin, uporabljanih za identifikacijo spojine s protimikrobnimi učinkovinami. 
Pod vsako izmed spojin je navedeno njeno ime po nomenklaturi IUPAC, v oklepaju pa kratica, s katero je 
označena v diplomski nalogi. 
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3.2 Metode 
3.2.1 Identifikacija spojine s protimikrobnimi lastnostmi 
V nekaj zaporednih epruvet (prvič v 21, drugič pa 11) smo odpipetirali po 10 mL tekočega 
gojišča LB, dodali po 10 μL prekonočne kulture bakterij E. coli DH5α in v vsako po 20 
μL raztopine (raztopina v DMSO, 0,1 mol/L) spojine. V prvem eksperimentu smo 
preizkusili 19, v drugem pa 10 spojin. Po inkubaciji pri 37 °C preko noči smo izmerili 
absorbanco vsebine epruvet in kvalitativno ter kvantitativno določili, katere snovi so 
opazno zavrle rast bakterij. 
3.2.2 Izvedba dilucijskega antibiograma 
Antimiktrobno aktivnost lahko merimo tako, da določamo najmanjšo količino spojine, ki 
je potrebna za inhibicijo rasti testiranega organizma, kar imenujemo minimalna 
inhibitorna koncentracija (MIK). To lahko izvedemo tako, da inokuliramo nekaj epruvet 
tekočega gojišča z raziskovanim sevom in različnimi redčitvami spojine, katere delovanje 
ugotavljamo. Po inkubaciji turbidimetrično ugotovimo morebitno rast bakterij v 
prisotnosti različnih koncentracij spojine 1. 
V 5 zaporednih epruvet smo aseptično odpipetirali po 10 mL tekočega gojišča LB, vanje 
nanesli 10 μL prekonočne kulture bakterije E. coli (pri drugi ponovitvi pa po 20 μL) in 
naraščajoče koncentracije raztopine liganda v DMSO v koncentracijah 0 do 1000  
μmol/L. Po petih urah inkubacije pri 37 °C smo turbidimetrično določili koncentracijo 
zraslih bakterij in določili MIK.  
3.2.3 Priprava afinitetne kolone 
Afinitetna kromatografija je ena izmed kromatografskih metod, ki ločujejo snovi med 
seboj na podlagi njihove razporeditve med stacionarno in mobilno fazo. Ta zagotovi, da 
se določen tip molekul skozi medij premika z določeno relativno hitrostjo, različno od 
ostalih molekul. Navadno je ključen dejavnik, ki vpliva na hitrost, adsorpcija 10. 
Afinitetna kromatografija deluje na principu specifične afinitete posamezne molekule do 
liganda, ki je vezan na nosilec. Kot ligand lahko uporabimo malo ali veliko molekulo, na 
katero se različno močno vežejo specifične molekule iz vzorca. Sprostitev teh molekul z 
mobiliziranega liganda sprožimo s spremembo parametrov 10. 
Kot stacionarno fazo kolone smo uporabili NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow 
proizvajalca GE Healthcare Life Sciences. To je predhodno aktiviran agarozni matriks, 
na katerega se vežejo spojine z aminsko skupino. Sestavljen je iz 4 % zelo gosto prečno 
povezane agaroze v obliki agaroznih kroglic premera 90 μm. Vsebuje N-
hidroksisukcinimid (NHS), preko katerega se tvori kemijsko stabilna amidna vez z 
ligandom, ki vsebuje primarno aminsko skupino 11.  
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Predhodno pripravljene raztopine in pufre smo ohladili na 4 °C. 10 mg liganda smo 
raztopili v 5 mL sklopitvenega pufra. Plastično kolono volumna 1 mL smo napolnili z 1 
mL NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow matriksa. Nato smo kolono spirali z 10 mL 1 
mM HCl. Kolono smo nato nasičili z ligandom tako, da smo vsakih 15 minut skozi kolono 
spustili 1 mL raztopine liganda v sklopitvenem pufru, kar smo ponavljali približno 3 ure. 
Morebitna preostala prosta mesta smo blokirali s 5 mL 0,1 M Tris-HCl, tako kolono pa 
nato shranili čez noč na 4 °C. Naslednji dan smo kolono izmenično spirali s po 3 mL Tris-
HCl in 3 mL acetatnega pufra, kar smo ponovili šestkrat. Na koncu smo kolono sprali s 5 
mL 20 % etanola in kolono do uporabe shranili na 4 °C. 
3.2.4 Priprava celičnega lizata 
Kulturo bakterije E. coli smo  preko noči gojili v 10 mL tekočega LB gojišča pri 37 °C. 
Naslednji dan smo jo redčili v 400 mL LB gojišča in jih ponovno gojili pri 37 °C preko 
noči. Naslednji dan smo nadaljevali s pripravo celičnega lizata. Bakterije v 400 mL 
gojišča smo centrifugirali 10 minut pri 8000 g. Supernatant smo odstranili, usedlino smo 
resuspendirali v 30 mL pufra za spiranje celic. To smo nato centrifugirali še 10 minut pri 
11000 g. Ponovno smo odstranili supernatant in usedlino resuspendirali v 30  mL 
spiralnega pufra. Raztopino smo nato razbijali z ultrazvočnim razbijalnikom in dodatno 
razbijali na ledu z uporabo ultrazvoka približno 3 min. Tako razbite ostanke celic smo 
ponovno centrifugirali 20 min pri 11000 g. Supernatant smo prefiltrirali preko 0,45 μm 
filtra. 
3.2.5 Izvedba afinitetne kromatografije 
Afinitetno kromatografijo smo izvedli z uporabo pretočne črpalke. Kolono smo najprej 
sprali z vodo s pretokom približno 1 mL/min. Čez kolono smo spustili ves vzorec, nato 
pa jo spirali z 10 mL spiralnega pufra, katerega smo zbrali v deset frakcij po 1 mL 
mikrocentrifugirk. Na kolono vezane proteine smo eluirali z 10 mL elucijskega pufra in 
frakcije prav tako zbrali v desetih frakcijah po 1 mL. Kolono smo na koncu sprali z vodo 
in 20 % etanolom in jo do prihodnje uporabe shranili pri 4 °C. 
3.2.6 Obarjanje proteinov v eluiranih frakcijah 
Frakcije spiranja in elucije smo oborili z uporabo TCA in acetona. Vzorcem smo dodali 
ustrezno količino TCA do končne koncentracije 10 % in jih preko noči shranili pri 4 °C. 
Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 15 min pri 14000 g, zavrgli supernatant in pelet 
spirali z 200 μL ohlajenega acetona. Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 14000 g in 
postopek spiranja še enkrat ponovili. Po ponovnem centrifugiranju smo ostanke acetona 
odstranili z inkubacijo mikrocentrifugirk v termobloku pri 37 °C. Vzorec smo nato 
resuspendirali v 20 μL nanašalnega pufra za NaDS-PAGE. Vzorce smo 5 min inkubirali 
v termobloku pri 85 °C, s čimer smo ga pripravili za nanos na PAGE gel. 
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3.2.7 Priprava vzorca za masno spektrometrijo 
Masna spektrometrija je analitično orodje, s katerim merimo razmerje med maso in 
nabojem molekul v vzorcu. Uporablja se tudi za natančno merjenje molekulske mase 
komponent vzorca in za identifikacijo neznanih snovi, kvantifikacijo znanih snovi in 
določevanje strukture in kemijskih lastnosti molekul 12. 
Vsaki eluirani frakciji smo dodali 110 μL TCA in inkubirali preko noči pri 4 °C. Nato 
smo prve 3 frakcije elucije združili v prvo mikrocentrifugirko tako, da smo njeno vsebino 
centrifugirali 10 min pri polnih obratih (14 000 g) in nato previdno s pipeto odstranili 
supernatant. Nato smo dolili naslednjo frakcijo in postopek ponovili. Pelet smo trikrat 
spirali s 100 μL mrzlega acetona in vsakič centrifugirali 10 min pri polnih obratih. Aceton 
smo odstranili s pipetiranjem, nato pa preostanek posušili v vakuumski črpalki na 55 °C 
(približno 30 min). Vzorec smo poslali na analizo z masnim spektrometrom. 
3.2.8 Priprava gela za NaDS-PAGE 
NaDS-PAGE je analitska metoda, s pomočjo katere določamo molekulsko maso 
proteinom in polipeptidom in čistost produkta na posamezni stopnji izolacije proteina. 
Anionski detergent NaDS denaturira proteinske molekule in jih obda, zaradi česar imajo 
te sedaj negativni naboj in se v električnem polju pomikajo proti pozitivnemu polu 
(anodi). Zaradi razlik v  velikosti potujejo različno hitro. Poliakrilamidni nosilci, na 
katerih poteka eletroforeza, so lahko različno zamreženi, gostoto pa izberemo glede na 
pričakovano velikost molekul, ki jih želimo med seboj ločiti 10. 
Pri našem delu smo uporabili diskontinuirno elektroforezo, pri kateri je gel sestavljen iz 
spodnjega ločevalnega in zgornjega zbiralnega gela. Razlika med njima je le v 
zamreženosti in vrednosti pH. Zbiralni del služi za koncentriranje proteinov v ozko 
fronto, ki vstopi v ločevalni del, tam pa se proteini ločijo po velikosti. Z uporabo 
zbiralnega dela preprečimo prekrivanje lis in s tem izboljšamo ločljivost 10.  
Pripravili smo gel debeline 0,75 mm. Najprej smo sestavili stekelca v nosilec in z 
destilirano vodo preverili, da tako sestavljena stekelca ne puščajo. Med tem smo v dveh 
erlenmajericah pripravili ločevalni 12,5 % (10 mL) in zbiralni (5 mL) gel po protokolu, 
zapisanem v tabeli 4. Izmed stekelci smo odlili vodo, jo popivnali in šele nato dodali APS 
in TEMED najprej v ločevalni pufer, ga premešali in takoj odpipetirali približno 3,5 mL 
med stekelci. Na vrh smo previdno in enakomerno odpipetirali izopropanol do vrha 
stekelc, da smo poravnali vrh gela. Po približno 10 minutah smo preverili, da je gel že 
polimeriziral, odlili izopropanol, dodali APS in TEMED še v zgoščevalni pufer in ga 
odpipetirali do vrha stekelc. Vanj smo vstavili glavniček, s katerim smo pripravili žepke, 
v katere smo kasneje odpipetirali vzorce za analizo. Glavniček smo vstavili previdno, da 
nismo vnesli mehurčkov. Po približno eni uri smo najprej previdno in enakomerno 
odstranili glavniček, stekelca vzeli iz stojala in gel do uporabe shranili v hladilniku. 
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Tabela 4: Sestava ločevalnega in zbiralnega gela za NaDS-PAGE 
 Ločevalni gel Zbiralni 
gel 
7%          
(5 mL) 
10%      
(5 mL) 
12,5%         
(5 mL) 
15%      
(5 mL) 
5%            
(5 mL) 
dH2O 2,63 mL 2,45 
mL 
2,14 
mL 
1,83 
mL 
3,08 mL 
Pufer za ločevalni gel 1,25 mL 1,25 
mL 
1,25 
mL 
1,25 
mL 
/ 
Pufer za zbiralni gel / / / / 1,25 
Akrilamid/bisakrilamid 
(37,5:1) 
0,875 
mL 
1,25 
mL 
1,57 
mL 
1,88 
mL 
0,625 
mL 
10% (w/v) NaDS 50 μL 50 μL 50 μL 50 μL 50 μL 
TEMED 7,5 μL 7,5 μL 7,5 μL 7,5 μL 7,5 μL 
10% (w/v) APS 15 μL 15 μL 15 μL 15 μL 15 μL 
 
3.2.9 Izvedba elektroforeze 
Sestavili smo napravo za elektroforezo tako, da smo vanjo vstavili stekelci z gelom in gel 
zalili z elektroforeznim pufrom, da so bili žepki vanj potopljeni. V 1. žepek smo nanesli 
5 μL velikostnega standarda, v naslednje pa po 10 μL vsakega vzorca. V prazne žepke 
smo nanesli po 10 μL nanašalnega pufra, da smo lažje zasledovali premik fronte. Napravo 
smo priklopili na 300 V in 35 mA ter počakali, dokler ni elektroforezna fronta prišla do 
konca gela. 
3.2.10 Barvanje poliakrilamidnega gela 
Po končani elektroforezi smo razstavili napravo, vzeli gel izmed stekelc in odstranili 
zbiralni gel. Ločevalni gel smo namočili v 25 mL raztopine za barvanje in 25 mL 20 % 
ocetne kisline. Po približno pol ure barvanja na stresalniku smo gel sprali z destilirano 
vodo in ga namočili v raztopino za razbarvanje, nato pa ponovno stresali približno 15 
minut.
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Identifikacija spojine s protimikrobnimi lastnostmi 
Pri izbiri spojine antimikrobnih spojin smo testirali 28 različnih spojin, sintetiziranih na 
Katedri za organsko kemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani, in izmerili optične gostote prekonočnih kultur. V prvem preizkusu smo testirali 
18 različnih spojin (tabela 5 in graf 1). Ker se je za spojino, označeno z A2, izkazalo, da 
močno inhibira rast bakterije E. coli DH5α, smo poskus ponovili, hkrati pa testirali še 9  
drugih spojin (tabela 6 in graf 2).  
Tabela 5: Optična gostota (pri 600 nm) prekonočnih kultur bakterije E. coli DH5α po inkubaciji z eno 
izmed devetnajstih malih molekul (koncentracija spojine v epruveti 0,2 mmol/L), sintetiziranih na Katedri 
za organsko kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. Svetlo modro je 
označena meritev, ki izstopa od povprečja. 
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Graf 1: Optična gostota (pri 600 nM) prekonočnih kultur bakterije E. coli DH5α po inkubaciji z eno izmed 
devetnajstih malih molekul (koncentracija spojine v epruveti 0,2 mmol/L). V večini epruvet je zraslo število 
bakterij z OD600 med 1,0977 in 1,7506, kar je primerljivo s kontrolama brez dodanih potencialnih 
inhibitorjev (OD600 1,2776 in 1,4857). V epruveti z dodano spojino 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-
pirzol-5-ol (A2) pa je rast inhibirana, OD600 je le 0,0482.  
Tabela 6: Optična gostota (pri 600 nm) prekonočnih kultur bakterije E. coli DH5α po inkubaciji z eno 
izmed devetih malih molekul (koncentracija spojine v epruveti 0,2 mmol/L), sintetiziranih na Katedri za 
organsko kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. Ponovili smo tudi 
meritev z dodatkom spojine A2 (označeno s svetlo modro), ki je ponovno inhibirala rast. 
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Graf 2: Optična gostota (pri 600 nm) prekonočnih kultur bakterije E. coli DH5α po inkubaciji z eno izmed 
devetih malih molekul (koncentracija spojine v epruveti 0,2 mmol/L). V večini molekul je kljub dodatku 
zraslo primerljivo število bakterij (OD600 med 1,2281 in 1,4432) kot v kontrolni epruveti brez dodanih 
potencialnih inhibitorjev (OD600 1,2203) . Le 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-pirzol-5-ol (A2) je opazno 
ustavil rast bakterij (OD600 0,418). 
Izmed 28 spojin, sintetiziranih na Katedri za organsko kemijo Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani, se je izkazalo, da protimikrobno deluje samo 
ena, 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-pirzol-5-ol (na grafih 1 in 2 ter v tabelah 5 in 6 
označen z A2). Gre za derivat pirazola, ki ima pripete skupine piridin-2-il, hidroksilno 
skupino in 2-aminoetilno skupino. V prvem eksperimentu je bila izmerjena optična 
gostota kontrolnih kultur 1,2776 in 1,4857, dodatek spojine A2 je koncentracijo zmanjšal 
na 0,0482. Pri ponavljanju eksperimenta smo to potrdili; v primerjavi z optično gostoto 
kontrole (1,2203) je v epruveti z dodanim A2 zraslo manj bakterij (OD600 0,418). Iz 
rezultatov ne moremo sklepati na mehanizem delovanja spojine na bakterijo (inhibicija 
rasti, smrt celice ali liza celic). Za določitev biološke vloge v celici smo poiskali 
proteinske tarče z afinitetno kromatografijo. 
4.2 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije 
Pri določanju minimalne inhibitorne koncentracije smo poskus izvedli dvakrat, obakrat v 
treh paralelnih poskusih (tabeli 7 in 8 ter grafa 3 in 4). Po petih urah inkubacije v 
prisotnosti naraščajočih koncentracij spojine A2 smo turbidimetrično določali 
koncentracijo bakterij E. coli DH5α, ki so v kulturi zrasle. Vidimo, da je koncentracija 
zraslih bakterij močno zmanjšana v primeru, ko smo bakterijam dodali koncentracijo 
spojine med 50 in 200 μmol/L. Minimalna inhibitorna koncentracija molekule je torej 
nekje med tema dvema vrednostma, okoli 100 μmol/L. Za bolj natančno določitev bi bilo 
potrebno izvesti več meritev pri različnih koncentracijah dodane spojine.  
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Tabela 7: Optična gostota (pri 600 nm) kulture E. coli po peturni inkubaciji z različnimi koncentracijami 
dodane spojine. Optična gostota močno upade pri dodatkih spojine v koncentracijah med 50 in 200 μmol/L. 
 
 
Graf 3: Optična gostota kulture E. coli po peturni inkubaciji z različnimi koncentracijami dodane spojine. 
Koncentracija zraslih bakterij se opazno zmanjša v primeru, ko so bakterije rasle v epruvetah, v katere smo 
dodali med 10 in 200 μmol/L. 
Tabela 8: Optična gostota kulture E. coli po peturni inkubaciji z različnimi koncentracijami dodane spojine. 
Optična gostota močno upade pri dodatkih spojine v koncentracijah med 50 in 200 μmol/L. 
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Graf 4: Optična gostota kulture E. coli po peturni inkubaciji z različnimi koncentracijami spojine. 
Koncentracija zraslih bakterij je močno znižana v epruvetah, v katere smo dodali med 50 in 200 μmol/L 
spojine. 
4.3 Identifikacija proteinskih tarč malomolekulskega liganda 
Kot vzorec za izvedbo afinitetne kromatografije smo uporabili celični lizat bakterij E. coli 
DH5α. Lizat smo pripravili z uporabo ultrazvočnega razbijalnika. Tako pripravljeni lizat 
je vseboval le topne proteine bakterijskih celic, ne pa tudi raznih membranskih proteinov, 
ki bi prav tako lahko bili tarča za vezavo liganda. Prav tako smo z analizo frakcij spiranja 
in elucij na NaDS-PAGe zaznali samo proteinske tarče, ne pa tudi ostalih možnih tarč v 
celici. 
Po izvedbi afinitetne kromatografije smo na NaDS-PAGE preverjali vsebnost proteinov 
v frakcijah spiranja in elucije. Pri prvi izvedbi poskusa (slika 7) smo na gel nanesli 
frakcije spiranja 3, 6 in 9 ter elucije E2, E4, E6 in E8. V žepku s 3. frakcijo spiranja so 
lise temnejše in jih je precej več kot v ostalih frakcijah, večina proteinov je torej stekla 
skozi kolono takoj na začetku afinitetne kromatografije. V frakcijah 6 in 9 je lis manj in 
so šibkejše, so pa enake kot v vzorcih elucije (E2); očitno predstavljajo presežne proteine, 
ki sicer imajo afiniteto do liganda in so se v koloni zadržali dlje časa od večine proteinov. 
Elucijske frakcije E4, E6 in E8 so prazne, očitno smo vse na ligand vezane proteine 
sprostili v prvih treh frakcijah. Druga elucijska frakcija pa ima precej izrazite tri lise, ki 
očitno predstavljajo na ligand vezane proteine. To so lise pri približno 25 kDa, 40 kDa in 
55 kDa. 
OD600 
Koncentracija spojine [μmol/L] 
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Slika 7: NaDS-PAGE analiza frakcij po izvedbi afinitetne kromatografije. V prvem žepku je velikostni 
standard, v žepkih 2, 3 in 4 so frakcije spiranja 3, 6 in 9, peti žepek je prazen. V žepkih 6 do 9 so nanešene 
frakcije elucije. Vidimo, da je večina proteinov kolono pretekla že v prvih nekaj frakcijah spiranja, sledili 
pa so proteini, ki so isti kot tisti, vezani na ligand (6, 9 in E2), očitno tisti, ki so v prebitku in so se v koloni 
zadržali več časa. V drugi elucijski frakciji so opazne tri temnejše lise, ki pripadajo proteinom, ki se 
domnevno vežejo na ligand. 
Da bi preverili, če so se proteini dejansko vezali na ligand in ne na nosilec v koloni, smo 
izvedli kontrolni poskus s kontrolno kolono. Na sliki 8 vidimo, da se na kontrolno kolono 
ni vezal noben protein (ni lis v žepkih s frakcijami E2, E4 E6 in E8). Prav tako ni nobenih 
lis v frakcijah spiranja 3, 6 ali 9, očitno so se ostali proteini sprali že v prvih dveh frakcijah 
spiranja. V vseh žepkih je zaznaven samo nekolikšno ozadje.  
 
Slika 8: NaDS-PAGE analiza frakcij po afinitetni kromatografiji s kontrolno kolono. V prvem žepku 
je nanešen velikostni standard, v naslednjih pa po vrsti iste frakcije, kot v prvem poskusu (spiranja 3, 6, 9 
in elucije E2, E4, E6 in E8). V nobenem primeru ne zaznamo nobenih lis. 
55 kDa 
40 kDa 
25 kDa 
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V tretjem eksperimentu smo preverjali, v katerih frakcijah elucije so prisotni na ligand 
vezani proteini (slika 9). V elucijskih frakcijah E3 do E6 ni videti lis, ves vezan protein 
se je iz kolone izločil v prvih dveh frakcijah elucije. Lise so tudi v E1 in E2 nekoliko 
šibkejše kot v prejšnjih eksperimentih, a zaradi tega izgleda, kot da sta lisi pri okoli 25 
kDa v resnici dve in ne le ena zelo široka. Možno je, da sta bili na gelu na sliki 7 lisi zliti 
v eno, ali pa smo v ponovnem poskusu lizat predolgo razbijali z ultrazvokom in s tem 
poškodovali tudi nekatere proteine. Vidna je tudi lisa pri 40 kDa, lise pri okoli 55 kDa iz 
prvega poskusa pa tokrat ni. 
 
Slika 9: NaDS-PAGE analiza elucijskih frakcij po afinitetni kromatografiji. V prvem žepku je 
velikostni standard, drugi je prazen, v žepkih 3 do 8 pa so nanešene frakcije elucije E1, E2, E3, E4, E5 in 
E6. Nekoliko močnejše lise vidimo le v žepkih s prvima dvema elucijama. 
4.4 Rezultati masne spektrometrije 
Na sliki 9 vidimo, da se proteini pri eluciji sprostijo že v prvih treh frakcijah elucije, zato 
smo za pripravo vzorca združili frakcije E1, E2 in E3. Pripravljen vzorec smo poslali na 
analizo z masno spektrometrijo.  Rezultate smo analizirali s pomočjo programa Scaffold4 
(sliki 10 in 11). Najmočnejši lisi smo identificirali kot Fe-S podenota sukcinat 
dehidrogenaze (lisa pri okoli 25 kDa) in treonin dehidrogenaza (lisa pri okoli 40 kDa), ki 
sta bila v vzorcu prisotna v najvišji koncentraciji.  
Ker je masna spektrometrija dosti bolj občutljiva metoda od NaDS-PAGE, je v vzorcu 
zaznala tudi druge proteine (npr. GroEL šaperon, flavoproteinska podentoa sukcinat 
dehidrogenaze), ki pa so bili prisotni v manjši količini.  
40 kDa 
25 kDa 
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Slika 10: Primerjava aminokislinskega zaporedja proteina iz lise pri okoli 25 kDa in Fe-S proteinske 
podenote sukcinat dehidrogenaze (SdhB, 26,8 kDa) bakterije E. coli. Označeni so peptidi, identificirani v 
vzorcu po razgradnji s tripsinom. 
 
Slika 11: Primerjava aminokislinskega zaporedja proteina iz lise pri približno 40 kDa in treonin 
dehidrogenaze bakterije E. coli (37,2 kDa). Označeni so peptidi, identificirani v vzorcu po razgradnji s 
tripsinom. 
Sukcinat ubikinon oksidoreduktaza bakterije E. coli (oz. krajše sukcinat dehidrogenaza 
oz. kompleks II) je najmanjši kompleks dihalne verige in je sestavljen iz štirih podenot 
(slika 12). Je edini encim, ki sodeluje kot del elektronske prenašalne verige in hkrati v 
ciklu citronske kisline, prav tako pa je edini v elektronski transportni verigi, ki ne sodeluje 
v črpanju protonov čez membrano. Vpet je v notranjo membrano celice, kar je primerna 
lokacija za zagotavljanje obeh funkcij. V citoplazmo segata flavoproteinska (SdhA) in 
Fe-S (SdhB) domena, v membrano pa sta zasidrani z dvema transmembranskima 
proteinoma z enim hemom (SdhC in SdhD). Masni spektrometer ni zaznal nobene izmed 
transmembranskih podenot, najbrž je kompleks pri pripravi lizata razpadel. Aktivno 
mesto proteina je v SdhA in vsebuje tudi kovalentno vezan FAD. Elektroni, ki jih pridobi 
z oksidacijo sukcinata v fumarat (šesta reakcija v ciklu citronske kisline), se prenesejo 
preko reduciranega flavina na kinon vezavna mesta na SdhC in SdhD. To poteče preko 
treh železo-žveplovih kompleksov v SdhB 13 14. V žepu med SdhC, SdhD in SdhB je 
vezavno mesto za ubikinon, kjer poteče redukcija ubikinona v ubikinol, substrat 
kompleksa III. V E. coli sodelujeta dva različna encima; eden katalizira oksidacijo 
sukcinata (sukcinat dehidrogenaza), drugi pa redukcijo fumarata (fumarat reduktaza), 
odvisno od tega, če bakterija raste v aerobnih ali anaerobnih pogojih 14 15. 
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Slika 12: Shematski prikaz lokacije in funkcije proteina sukcinat dehidrogenaza v celici. Sukcinat 
dehidrogenaza (na shemi označena kot kompleks II svetlo modre barve) je zasidrana v notranjo membrano 
s podenotama SdhC in SdhD. Sodeluje v elektronski prenašalni verigi in ciklu citronske kisline hkrati. Pri 
oksidaciji (SdhA) sukcinata v fumarat pridobi elektrone (svetlo modra puščica) ki jih lahko preko železo-
žveplovih centrov v SdhB prenese na kinon (na shemi označen s Q), ta pa naprej na kompleks III. 
Vezava malomolekulskega liganda na SdhB podenoto lahko vpliva na prenos elektronov 
in redukcijo ubikinona, s čimer zaustavi elektronsko prenašalno verigo, kompleksa III in 
IV pa ne moreta več črpati protonov in ustvarjati koncentracijskega gradienta. Tako je 
možno, da v naših eksperimentih uporabljeni ligand upočasni nastanek ATP v bakterijski 
celici. V primeru, da se veže tudi na domeno SdhA (na NaDS-PAGE lise ni, a jo je  v 
večji količini zaznal masni spektrometer) lahko tudi vpliva na oksidacijo sukcinata v 
fumarat. Zaradi manjše količine fumarata naslednji encim (fumaraza) ne more proizvajati 
malata, cikel citronske kisline je tako ustavljen.  
Raziskave so pokazale, da lahko E. coli za razliko od nekaterih striktnih aerobov (na 
primer Mycobacterium tuberculosis 16) v aerobnih pogojih preživi tudi v odsotnosti 
sukcinat dehidrogenaze. E. coli namreč vsebuje tudi zapis za fumarat reduktazo 
(frdABCD), ki  lahko nadomesti funkcijo sukcinat dehidrogenaze, kadar so zagotovljeni 
pogoji za ekspresijo operona frdABCD. Encim je po strukturi in funkciji podoben sukcinat 
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dehidrogenazi in je prav tako zasidran v membrano bakterije 17. Fumarat reduktaza hitro 
reducira fumarat v prisotnosti donorjev elektronov z nizkim redoks potencialom, nekoliko 
počasneje pa oksidira sukcinat v prisotnosti akceptorjev elektronov z visokim redoks 
potencialom 18. Prav tako so znanstveniki uspeli pripraviti mutirano E. coli K-12 MG1655 
z izbitim zapsom za sukcinat dehidrogenazo (gen sdhABCD). Ugotovili so, da kljub veliki 
spremembi metabolizma bakterije, to le minimalno vpliva na hitrost rasti celic. Zaznali 
so ogromne spremembe v toku in koncentraciji metabolitov ter ekspresije genov. Zaradi 
selekcijskega pritiska ob izgubi za metabolizen pomembnega encima so nastale različne 
prilagoditve metabolizma in regulatornega sistema bakterije 19.  
V nadaljevanju eksperimentov bi lahko preverjali rast bakterij E. coli v prisotnosti spojine 
tudi pod anaerobnimi pogoji. Takrat namreč sukcinat dehidrogenaza ne deluje, namesto 
nje fumarat dehidrogenaza pretvarja fumarat v sukcinat. Nezmožnost rasti bakterij tudi v 
anaerobnih pogojih bi pokazala, da spojina ne deluje protimikrobno zaradi vezave na 
sukcinat dehidrogenazo. 
Večinoma E. coli (sev K-12) pridobiva glicin iz L-serina, lahko pa pod določenimi pogoji 
kot vir uporablja tudi L-treonin 20. Mikroorganizmi za katabolizem treonina uporabljajo 
vsaj štiri encime. Treonin aldolaza katalizira pretvorbo treonina v acetaldehid in glicin, 
dve različni treonin dehidratazi ga pretvorita v α-ketobutirat in NH4+, L-treonin 
dehidrogenaza pa katalizira od NAD+ odvisno oksidacijo treonina v 2-amino-3-
ketobutirat. Tega nato 2-amino-3-ketobutirat-CoA ligaza  katalizira cepitev substrata v 
glicin in acetil-CoA (slika 13). Glicin lahko nato v serin pretvori encim serin 
transhidroksimetilaza (alternativna pot biosinteze serina). V večini rastnih pogojev je 
prav treonin dehidrogenaza najpomembnejši encim za začetek katabolizma treonina 21.  
 
Slika 13: Vloga proteina treonin dehidrogenaza v bakterijski celici. L-treonin, prisoten v citoplazmi celice, 
lahko ob hkratni redukciji NAD+, oksidira v 2-amino-3-ketobutirat. Tega nato 2-amino-3-ketobutirat-CoA 
ligaza pretvori v glicin. 
Poleg tega pa so pred kratkim ugotovili, da treonin dehidrogenaza (skupaj z aminoacil-
tRNA sintetazami) sodeluje v sintezi signalnih molekul v bakteriji E. coli. Odkrili so 
metabolične poti sedmih signalnih molekul, analogov avtoinduktorja-3, ki sodelujejo v 
sistemu za signalizacijo med celicami. Ugotovili so, da jih bakterija sintetizira iz različnih 
aminokislin, predvsem iz L-leucina in L-treonina. Med temi molekulami je tudi 3,5-
dimetilpirazin-2-ol, za katerega so že v predhodnih raziskavah ugotovili, da deluje kot 
signalna molekula pri bakteriji Vibrio cholerae. V predlagani biosintetski poti najprej L-
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alanin kondenzira z 1-aminopropan-2-onom, ki ga iz L-treonina pretvori treonin 
dehidrogenaza z oksidacijo in dekarboksilacijo. Ugotovili so, da delecija treonin 
dehidrogenaze ovira sintezo vseh pirazinonov, kar dokazuje, da treonin dehidrogenaza 
začenja pot sinteze iz L-treonina ali nekanoničnega 3R-hidroksi-L-levcina. Preiskovani 
analogi avtoinduktorja-3 vplivajo na mnoge signalne poti, kot so izražanje virulenčnih 
faktorjev in nastanek biofilmov, zaznavanje kvoruma, vplivajo pa celo na celice 
človeškega gostitelja (slika 14) 22. 
 
Slika 14: Vloga treonin dehidrogenaze pri sintezi analogov avtoinduktorja-3. Treonin dehidrogenaza 
pretvarja L-treonin v 2-amino-3-okso-butanojsko kislino in 3R-hidroksi-L-levcin v 3-okso-L-levcin, s 
čimer začenja pot sinteze mnogih analogov avtoinduktorja-3. Različni analogi imajo različne vplive na 
celico, večina jih sodeluje v transkripciji raznih virulentnih faktorjev, regulatorjev nastanka biofilmov, 
vplivajo pa tudi direktno na endotelijske celice gostitelja bakterije. Povzeto po C. Sub Kim et al., 2020. 
Dodatek spojine A2 je verjetno inhibiral treonin dehidrogenazno aktivnost začetka 
pretvorbe L-treonina in 3R-hidroksi-L-levcina, zaradi česar je bila ustavljena biosintezna 
pot nastanka analogov avtoinduktorja-3. Komunikacija med bakterijskimi celicami je bila 
onemogočena, kar je lahko vplivalo na njihovo razmnoževanje in tvorbo biofilma. To bi 
lahko pojasnilo, zakaj ob povišani koncentraciji 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-
pirzol-5-ola zaznamo bistveno zmanjšano optično gostoto kulture.  
Raziskava izbitja genov pri E. coli K-12 pa je pokazala, da tako gen za treonin 
dehidrogenazo (tdh) kot tudi geni za sukcinat dehidrogenazo (sdhABCD) niso esencialni 
za normalno rast bakterije 23, zato ne moremo trditi, da je inhibicija enega izmed teh 
encimov zagotovo povzročila inhibicijo rasti bakterije tudi v našem primeru. V 
nadaljevanju bi bilo potrebno izvesti encimske teste in poiskati tudi neproteinske tarče 
spojine. Šele tako bi lahko bolj natančno določili mehanizem bakteriostatičnega 
delovanja uporabljene spojine. 
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Derivati pirazola so v industriji pogosto uporabljene spojine, saj je njihova priprava zelo 
preprosta, poleg tega pa so mnogi farmakološko aktivni. Zaradi izjemno širokega spektra 
uporabe znanstveniki nenehno odkrivajo naravne derivate, nove pa tudi sintetizirajo. V 
diplomski nalogi je predstavljeno antimikrobno delovanje enega izmed derivatov 
pirazola. Raziskovalci so prav tako odkrili, da nekateri derivati, ki vsebujejo 2-piridin, 
delujejo protimikrobno proti Staphylococcus aureus že v nizkih koncentracijah. Znani so 
tudi derivati, ki delujejo protimikrobno preko inhibicije bakterijske DNA giraze, nekateri 
pa celo proti zajedavcem rodu  Leishmania. Iz pirazola izhaja tudi močan inhibitor virusa 
influence A H1N1, BPR1P0034 24 25. 
Protein B-Raf sodeluje v kaskadi MAP kinaze, ki uravnava celično rast, preživetje, 
diferenciacijo in razmnoževanje, v človeških rakastih celicah, predvsem pri melanomu, 
pa je pogosto mutiran. Zaradi tega je inhibicija mutiranega proteina pogost način terapije. 
Mnogi različni derivati pirazola so se izkazali kot močni inhibitorji proliferacije človeških 
rakastih celic z omenjeno mutacijo 24. Ne delujejo pa vsi derivati pirazola inhibitorno, 
nekateri so celo aktivatorji. Serija 3-(trifluorometil)-1H-pirazol-5-karboksamidov 
aktivira piruvat kinazo PKM2, ki je prisotna v celicah z visoko stopnjo proliferacije, tudi 
v rakastih celicah. Možno je, da bi lahko na ta načil upočasnili razvoj raka 25.  
1-[6-kloro-5-trifluorometoksi)-1H-benzimidazol-2-il]-1H-pirazol-4-karboksilat ima 
velik potencial za zdravljenje anemičnih obolenj 25. Monoamin oksidaza je tarča mnogih 
anitdepresivov, pa tudi zdravil proti Parkinsonovi bolezni, izkazalo pa se je, da jo 
inhibirajo tudi mnogi derivati N1-tiokarbamoil-3,5-diaril-4,5-dihidro-(1H)-pirazola. L-α-
amino-β-(pirazolil-N)-propanoat, naravni derivat pirazola, izoliran iz rastline Citrullus 
vulgaris, se uporablja kot antidiabetik. Preko inhibicije signalne molekule imunskega 
sistema IRAK4, bi lahko nadzirali mnoge avtoimunske bolezni. Poleg tega so znani 
derivati, ki zdravijo posledice hepatotoksičnih snovi in delujejo kot analgetiki, 
antioksidanti 24, antiepileptiki in fungicidi 25. 
Prav tako pa se lahko uporabljajo kot barvila (so UV aktivne snovi), v kompleksih s 
kovinami pa kot katalizatorji. Uporabljajo se tudi v raziskavah polimerov in v sintezi Pd 
nanodelcev kot stabilizatorji. Prav tako so nekateri uporabni kot herbicidi, insekticidi in 
akcaricidi. Mnogi derivati pirazola namreč delujejo kot kelatorji ionov, lahko pa vežejo 
tudi vodik 24 25. 
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5 Zaključek  
V diplomskem delu smo ugotovili, da ima molekula 4-(2-aminoetil)-1-(piridin-2-il)-1H-
pirzol-5-ol protimikrobne učinke. Da bi ugotovili, na katere proteinske tarče deluje, smo 
molekule imobilizirali na agarozni nosilec in izvedli afinitetno kromatografijo. Kot 
vzorec smo uporabili lizat bakterije Escherichia coli DH5α, kar pa pomeni, da nismo našli 
morebitnih tarč membranskih proteinov. Prav tako z analizo na NaDS-PAGE nismo 
mogli zaznati neproteinskih tarč male molekule. Rezultati analiz z NaDS-PAGE in masno 
spektrometrijo so pokazali, da se na malo molekulo vežeta Fe-S podenota sukcinat 
dehidrogenaze in treonin dehidrogenaza. 
Sukcinat dehidrogenaza je protein, ki hkrati deluje v elektronski prenašalni verigi in ciklu 
citronske kisline. Sestavljen je iz štirih podenot; SdhC in SdhD sta transmembranska 
proteina in kompleks zasidrata v notranjo membrano bakterije, SdhB ima vlogo prenosa 
elektronov na mesto vezave ubikinona, SdhA pa pretvarja sukcinat v fumarat. Inhibicija 
SdhB najbrž ni usodna za preživetje bakterije, ampak samo upočasni sintezo ATP. Da bi 
preverili, ali je inhibicija sukcinat dehidrogenaze odločilnega pomena za inhibicijo rasti 
bakterije, bi lahko eksperiment ponovili v anaerobnih pogojih rasti. 
Treonin dehidrogenaza ima poleg osnovne funkcije začetka poti pretvorbe L-treonina v 
glicin tudi odločilen pomen pri nastanku različnih analogov avtoinduktorja-3. Ti vplivajo 
na razne virulentne faktorje in sposobnost tvorbe biofilmov. Zaradi inhibicije treonin 
dehidrogenaze se najbrž bakterijske celice med sabo neuspešno sporazumevajo in njihova 
rast je inhibirana. 
Da bi bolj natančno opredelili vpliv liganda na oba proteina smo želeli opraviti tudi 
encimske teste, a jih zaradi izrednih razmer nismo uspeli izvesti do konca. Prav tako bi 
lahko dodatno preverili, če molekula deluje kot kelator kovinskih ionov, afinitetno 
kromatografijo pa bi lahko izvajali tudi s frakcijo membranskih proteinov. 
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